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I 
摘  要  
目的：免疫相关因素与心肌炎引起的心肌纤维化密切相关。前期研究表明，
IL-10家族成员在心肌炎慢性期心肌纤维化的形成过程中发挥重要作用。IL-20是
最新发现的IL-10家族成员之一，具有调节细胞增殖和分化的作用。但IL-20是否
参与心肌炎心肌纤维化过程尚不清楚。本课题通过实验探讨IL-20及其相关因子
对小鼠自身免疫性心肌炎（EAM）心肌纤维化的影响及可能的分子调节机制。 
方法：利用小鼠心肌肌球蛋白多肽MyHC6l4-629和完全弗氏佐剂充分混合后，
于第0天和第7天皮下注射建立小鼠EAM模型；组织切片H&E染色及Masson染色
评估心肌组织炎症及纤维化程度；Realtime PCR及Western blot检测IL-20家族因
子及其受体在心肌组织中EAM不同时程的表达变化；免疫荧光确定IL-20受体在
心肌组织中的分布状态；在体外实验，利用CCK-8法检测IL-20家族因子对心肌
成纤维细胞增殖活性的影响，并初步探讨其调节心肌纤维化的可能分子机制。 
结果：在体内实验中，EAM小鼠2周时心肌组织可见少量炎性细胞浸润；3
周时心肌组织炎性细胞浸润及组织损伤明显加重；4周时心肌组织炎症反应明显
减轻，少量胶原纤维形成；2月时心肌间质胶原纤维大量沉积，形成以心肌纤维
化为主的病理过程。 
IL-20相关因子及其受体的表达与心肌纤维化程度呈正相关，其受体之一主要
分布于心肌间质的成纤维细胞。 
在体外实验中，IL-20促进了小鼠原代心肌成纤维细胞（PCF）和心肌成纤维
细胞系（L-929）的增殖活性增加，并引起其受体表达上调； 
其下游信号通路的Stat3磷酸化增加，mTOR的蛋白表达量相应增加； 
另外，IL-20也可促进Menin蛋白表达量增加，且在Menin- /-成纤维细胞中，
IL-20的对成纤维细胞的促增殖作用明显减弱。 
结论: IL-20参与EAM小鼠心肌纤维化的形成过程，其分子机制可能通过与受
体结合，诱导Stat3磷酸化，并可促进mTOR和Menin蛋白表达，进而调节心肌成
纤维细胞的增殖及纤维化的形成。 
 
关键词：IL-20 实验性自身免疫性心肌炎 心肌纤维化
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II 
Abstract 
Aims: Immune-related cytokines are closely associated with myocardial fibrosis 
induced by myocarditis. Previous studies had shown IL-10 family members play an 
important role in the formation of myocardial fibrosis in chronic myocarditis.  IL-20 is 
one of the latest findings of the IL-10 family members which play a role in regulating 
the proliferation and differentiation of cells. However, it is unclear whether IL-20 
involves in chronic myocarditis myocardial fibrosis. This study will focus on the 
effect of IL-20-related cytokines on chronic phase of autoimmune myocarditis (EAM) 
mice and the possible molecular mechanisms involved in this period. 
Methods: Segment MyHC6l4-629 of mice cardiac myosin-specific peptide was 
mixed with complete Freund's adjuvant to establish the mice EAM model which was 
injected on 0 and 7 days subcutaneously. The severity of EAM was judged by biopsy 
H&E staining and Masson staining. Real-time-PCR and Western blot detection of 
myocardial tissue were applied to gauge the expression of IL-20 family cytokines and 
their receptors in the EAM mice. Immunofluorescence was applied to locate the 
distribution of IL-20 receptor in myocardial tissue. In vitro, the proliferative influence 
of recombinant IL-20 on primary cardiac fibroblasts was detected by CCK-8 and 
exploring the possible mechanism of IL-20 on fibrosis degeneration.  
Results: In vivo, few inflammatory cells infiltration and heaviest tissue damage in 
the myocardial tissue on the 2nd week of EAM mice and more was found on the 3rd 
week. On 4th week, there was significantly reduced inflammation and few collagen 
fibers. At the 8th week after infection, a large number deposition of myocardial 
interstitial collagen and myocardial fibrosis was formed. IL-20-related cytokine and 
its receptor expression were formed positively correlated with the degree of 
myocardial fibrosis in chronic phase of EAM, while one of receptors of them was 
distributed in myocardial interstitial fibroblasts. In vitro, IL-20 promoted proliferation 
of mice primary cardiac fibroblast and fibroblast cell line, while its related receptors 
were upregulated. In addition, the phosphorylation of Stat3 and expression of mTOR 
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III 
were increased. Furthermore, IL-20 also promoted Menin protein expression, while 
the promoted-proliferation of IL-20 in fibroblasts was significantly reduced in 
Menin-/- fibroblasts. 
Conclusions: This study demonstrated that IL-20 and its related cytokines are 
involved in the formation of myocardial fibrosis in mice EAM. The possible 
molecular mechanism of that is IL-20 induces Stat3 phosphorylation and promotes 
mTOR and Menin protein expression after IL-20 binding to the receptor, which may 
regulates the progress of cardiac fibroblasts proliferation and fibrosis in EAM mice. 
 
Key Words: IL-20; experimental autoimmune myocarditis; myocardial fibrosis.
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第一章 前言 
1.1 心肌炎及心肌纤维化 
1.1.1 心肌炎病理过程及免疫应答 
心肌炎是心肌间质中局限或弥漫性的急性或慢性炎症，病因有感染及非感染
因素，可通过免疫学、组织学及免疫化学等方法诊断。感染性心肌炎可由病毒、
细菌、支原体或真菌等所引起，具有以下共同特点：1、病原体是在心脏组织中
复制的；2、根据研究结果，在受感染的动物模型中出现针对心脏抗原的特异性T
细胞、自身免疫反应产生抗体；3、心肌细胞损伤及心肌损伤主要因素是自身免
疫应答激活[1]。 
其中，病毒性心肌炎（viral myocarditis）最常见，造成机体免疫应答贯穿整
个病理过程：1、第一阶段即急性期阶段（发病后4-5天内），病毒感染心肌细胞
并在细胞中进行装配、复制，最主要是肠道病毒，其中柯萨奇病毒最常见。此阶
段主要引起非特异性及固有免疫反应，包括心肌间质中常驻免疫细胞如巨噬细胞
分泌促炎因子如IL-1、IL6、TNF-α，粘附分子如VCAM-1、ICAM-1及趋化因子
受体CXCRs等，募集中性粒细胞、单核细胞到达炎症区域[2]，Brady等人研究表
明，在急性感染期，心肌组织中多种病原体滴度较高，病毒扩散后可引起毒血症，
病理切片可见心肌细胞变性坏死及周围炎性细胞浸润[3]，识别及吞噬被感染细
胞。2、进入病毒性心肌炎亚急性期，即病情迁延至1-2周，此阶段适应性免疫应
答发挥重要作用，在抑制病毒扩散过程中T细胞及B细胞均发挥重要作用，B淋巴
细胞激活可分泌中和性抗体，同时CD4+及CD8+T淋巴细胞可激活分化成不同效
应细胞溶解或吞噬病毒感染后的的心肌细胞，虽然此免疫炎症反应对清除病毒有
益处，但鉴于心肌细胞的不可再生性，也不可避免地造成了不可逆的心肌损害，
进一步研究发现，组织中病毒的滴度并不与引起免疫反应的强度成正比，这表明
了尚有其他因素促进免疫反应的发生[4]。临床资料表明，患有心肌炎后的患者临
床表现多出现在急性病毒感染之后, 许多学者提出心肌的损伤坏死是自身免疫
介导的过程而非病原体直接引起的损伤：病毒在宿主体内引起的特异性免疫应
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答，如病毒特异性的T细胞反应可造成心肌细胞溶解[5]。3、病毒清除后进入心肌
炎慢性期阶段，主要是心肌实质细胞损伤后的心脏结构修复过程，炎性细胞激活
引起的免疫反应也在其中发挥重要作用，此过程中病毒已完全清除，另一阶段的
免疫反应也被激活：通过选择性激活Th细胞、Treg细胞、巨噬细胞等，分泌抗炎
因子如TGF-β、IL-10，从而抑制促炎因子释放，诱导已激活炎性细胞凋亡，旨在
“关掉”之前的炎症过程[6]。然而，TGF-β、IL-10、IL-17、IL-22等抗炎因子可
促进间质中心肌成纤维细胞（CF）增殖、迁徙，TGF-β亦能促使其转化为具有
收缩性能的肌成纤维细胞，从而维持心脏舒缩功能。心肌损伤修复的过程主要以
新生细胞外基质交联堆积的瘢痕修复为主要特点，即心肌纤维化[7]。 
 
 
资料来源：Lori A. Blauwet, Leslie T. Cooper,Prog Cardiovasc Dis, 2010 
图1.1 心肌炎的免疫机制 
 
1.1.2 心肌纤维化及免疫机制研究进展 
随着缺血性心肌病、高血压性心肌病、原发性心肌病等以心室重构、心脏扩
大、心功能衰竭为特点的心脏疾病发病率逐渐增多，其发病机理、心肌病理改变
也逐渐收到关注。心肌纤维化是其病理变化中最重要一环。心肌纤维化是指在心
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肌正常组织结构中出现胶原纤维异常积聚、胶原浓度过量升高或胶原成分发生改
变[8]。这种病理变化可在多种造成心肌损伤的心血管疾病中存在，现认为其与多
种心血管恶性事件如心律失常、心功能障碍甚至心脏性猝死密切相关 
正常的心肌组织中有规律的正常的心肌胶原网络。心肌实质由心肌细胞构
成，负责心脏泵功能,占据心肌结构的2/3，然其数量却不足心脏细胞总数的1/3，
可见非心肌细胞占据多数，其中90%以上是CF,后者能合成胶原等细胞外基质成
分及胶原酶。心脏纤维化程度即是通过测定血清中细胞外基质(ECM)成分的含量
来评估。其中Ⅰ型胶原(占总胶原80 %以上)和Ⅲ型胶原(占总胶原11 %)占据比例
较大。目前认为Ⅰ型胶原具有良好的韧性,决定着心脏的硬度, 而Ⅲ型胶原则易于
伸展，决定着心脏的韧性，由此可见，两者的适当比值对维持心肌组织结构及心
脏功能的完整性具有重要意义[9]。 
心肌纤维化是指心肌胶原浓度显著升高的过程，根据心肌胶原的组织学特征,
心肌纤维化可分为四型：1、间质纤维化：胶原纤维增粗,出现在原先没有胶原的
肌间隙；2、血管周围纤维化：胶原沉积在心肌内冠状动脉的外膜；3、修复性纤
维化：出现心肌细胞坏死和显微疤痕灶；4、丛状纤维化:胶原呈漩涡状排列,心肌
纤维弥散分布。有学者将上述分型简化，根据心肌细胞变性坏死和修复瘢痕的程
度将心肌纤维化分为反应性纤维化及修复性纤维化，前者又包含间质纤维化和血
管周围纤维化。 
根据纤维化的机制，可将心肌纤维化标志物大致分四类: 1、胶原合成相关标
志物，如I型，III型胶原；2、胶原降解相关标志物，如基质金属蛋白酶（MMPs）；
3、胶原代谢相关的细胞因子，如结缔组织生长因子（CTGF）、转化生长因子β
（TGF-β）；4、与胶原基因转录相关的MicroRNA。 
目前研究表明，在心肌纤维化的病理过程中，RAAS系统与心肌纤维化关系
密切，血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)及醛固酮(Ald)致心肌纤维化的作用却并不相同。 
AngⅡ一方面促进心肌细胞肥厚，另一方面可促使心肌成纤维细胞合成间质
胶原，其与左心室肥厚、心梗后的心肌重构及充血性心力衰竭密切相关。其机制
为：1、AngⅡ通过促分裂素活化MAPK促增殖途径可直接诱导早期促增殖基因表
达；2、刺激心脏交感神经末梢释放去甲肾上腺素以及内皮细胞释放内皮素，间
接引起心肌肥厚，其促进纤维化的机制可能是结合AngⅡ 1型受体（AT1）后，
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继而激活酪氨酸激酶途径，活化细胞外信号调节激酶(ERK1/2)，促进成纤维细胞
增殖，诱导胶原蛋白基因、纤维蛋白基因及整合素基因的表达，刺激相关胶原的
合成，从而引起心肌纤维化；3、激活细胞膜L型和T型钙离子通道,增加细胞内钙
离子浓度，继而心肌成纤维细胞中I型和Ⅲ型胶原蛋白基因表达增强；4、AngⅡ
促使心肌成纤维细胞与固有基质结合更为紧密，在促进胶原增生的同时，AngⅡ
可通过抑制胶原降解的关键酶——基质金属蛋白酶(MMPs) ，减少胶原的降解
[10]。 
与AngⅡ不同，醛固酮致心肌纤维化的机制与血流动力学无关，在体内及离
体实验均证实醛固酮可刺激胶原合成，并呈剂量依赖性，而这种作用可被其拮抗
剂——螺内酯所逆转。机制上，醛固酮结合成纤维细胞膜上的I 型受体后，促使
Ⅲ型胶原堆积，在醛固酮增多症引起的继发性高血压大鼠模型心肌中检测到Ⅰ、
Ⅲ型胶原mRNA表达均有所增高。但在促进胶原合成的同时，醛固酮对MMPs并
无影响[10]。 
综合以上，心肌纤维的病理生理过程中，循环中AngⅡ和醛固酮均可致心肌
纤维化，前者既促进了胶原纤维沉积又抑制了胶原降解，而后者亦能诱导成纤维
细胞合成胶原，但却对胶原酶活性无影响[11]。近来研究表明,局部的RAAS系统因
子表达可能起到主要作用，局部Ang Ⅱ致心肌纤维化通过AT1受体激活下游通路
引起心肌细胞表达变化，导致心肌细胞凋亡，激活P53 ，正反馈性地增加局部
RAAS的活性；还能可能涉及到AT2受体途径，引起缓激肽、一氧化氮和前列环
素等的变化[11]。针对醛固酮是否同样起作用尚不得而知。 
在自身免疫性心肌炎阶段，心肌纤维化过程也受到免疫机制的调控。 
在一些小鼠心肌炎模型或部分心肌炎病人中，急性期与亚急性期后，免疫炎
症反应可持续存在，组织损伤强度与心肌组织中是否能检测到病毒基因无相关
性，进入主要以心肌重塑和扩张型心肌病的为主的慢性期阶段[12]，此阶段主要以
心肌间质中心肌成纤维细胞增殖、迁徙等因素填充心肌实质细胞缺损部位等修复
作用为主要特征。在这纤维化的微环境中，某些激活的细胞因子及生长因子可促
进CF的增殖[13]，CF增殖活性的改变及其分泌的一些大分子物质如I型、III型胶原
蛋白、弹性蛋白、纤连蛋白等造成了心肌重构的基础。此外，在基质金属蛋白酶
(MMPs)及金属蛋白酶抑制酶(TIMPs)的有机协调下，胶原物质可发生降解，
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MMPs/TIMPs的比例失衡将导致左室扩张，较少射血分数，造成心功能障碍[14]。 
在25年前Casini提出“T淋巴细胞调节纤维化过程”的理论，Leslie等学者则
第一次将炎症因子与左室心肌纤维化联系在一起，在CVB3感染的A/J小鼠体内，
他们发现在急性炎症阶段心肌纤维化较轻，随着炎症进展，在免疫炎症反应阶段，
间质内交联组织如胶原纤维逐渐弥漫性沉积，贯穿心室炎症区域修复全程。包括
淋巴细胞及巨噬细胞等炎症细胞均有参与此过程，不仅释放炎性细胞因子、粘附
分子及生长因子等，还直接调控成纤维细胞的活性。因此，成纤维细胞与浸润的
炎性分子、促纤维化分子的相互作用主导着心肌损伤及纤维化的进展。与Leslie
相同，Yu Qianli等国内学者也提出T淋巴细胞影响CF的功能，他们对不同背景
(Th1及Th2细胞)的小鼠进行了慢性高血压的造模，结果出现了不同程度的心室重
构[15-17]。 
正如上面所提及的，各个器官内有不同的定居免疫细胞及微环境，并且因受
到许多因素的影响，如特异性的细胞因子(Th1和Th2分泌)、趋化因子、生长因子、
细胞间的联系、异常基质蛋白重组等。不同组织受损后瘢痕修复也并不相同，一
系列的研究表明T淋巴细胞不仅仅在非心脏组织重构过程中起作用，也调控着心
肌重构及心衰的病理过程[18]。在炎症反应过程中，Th2相关细胞因子可促进纤维
化，而Th1相关细胞因子可能更多的在纤维化始发过程中发挥作用[19]。在慢性疾
病病理过程中，T淋巴细胞偏向于Th2细胞方向分化，进而调节基质细胞分化，
激活心肌成纤维细胞，促其增殖、转化成肌纤维细胞，基质物质堆积，最终受损
组织进行瘢痕修复[20]。因此，纤维化慢性期中起关键作用的Th2相关细胞因子已
成为研究热点，Marra等发现，IL-13通过促进成纤维细胞内胶原合成而加重纤维
化，在小鼠体内投放可溶性IL-13受体拮抗IL-13，心脏细胞外基质表达降低[19]。 
另外，调节性T细胞(Tregs)是抗炎T细胞中的重要组成部分，Treg细胞可抑制
对自身抗原、同种异型抗原、肿瘤相关抗原及感染生物的免疫反应，在免疫耐受
及维持炎症免疫反应内稳态中起着重要作用[6]，然而，炎症反应后器官纤维化过
程中Treg细胞中的作用目前并未引起重视，有人提出免疫抑制性Treg细胞在促纤
维化过程中扮演重要角色，其分泌的TGF-β被认为是潜在的最重要的促纤维化
细胞因子。其中，分泌高浓度IL-10的I型Treg细胞及分泌高浓度TGF-β的Th3细
胞备受关注。在心肌成纤维细胞中，以上细胞因子均可上调MMP-2及胶原蛋白
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的表达，抑制TIMP-2及胶原降解酶的生成。Classen[21]、Taflin[22]、Kvakan[23]等
人在一系列的研究中发现，在纤维化发病机制中Treg细胞的作用主要是通过调节
炎症反应和TGF-β\IL-10表达水平来实现的。 
2003年，第三种CD4效应T细胞从幼稚CD4+T细胞中被分离出来[24; 25]，被称
作Th17细胞，IL-17A、IL-17F、IL-22是其分泌的特异性炎性细胞因子，这些细
胞因子并不由Th1或Th2细胞群产生[26]。IL-17受体广泛分布于多种细胞表面，因
此能作用于许多细胞类型(如内皮细胞、成纤维细胞、上皮细胞等)[27; 28]，诱导众
多的细胞因子(如IL-6、粒粒细胞刺激因子等)和趋化因子(如IL-8、CXC趋化因子
配体、CC趋化因子配体等)的表达[29]。虽然Thl7细胞在宿主防御清除病原微生物
反应的过程中有至关重要的作用，但近年来也有越来越多的研究报道显示Th17
与许多自身免疫性病的发生密切相关，例如类风湿性关节炎(RA)、自身免疫性脑
脊髓膜炎(EAE)、克罗恩病、银屑病等[30]。Th17及其产生的炎性因子在自身免疫
性心肌炎的病理过程中也起到重要作用[31]。Ivo Sonderegger等通过IL-12p40-/-，
IL-12p35-/-小鼠证实IL-23在EAM的发病中扮演重要角色并且IL-23能够调控Th17
细胞的增殖，利用抗体封闭IL-17后心肌炎严重程度及自身抗体的产生明显减少，
证实IL-17是EAM中应答的关键细胞因子。此外，G.C. Baldeviano等人也研究了
IL-17A与心肌炎慢性期心脏重塑和扩张性心肌病的关系，证明IL-17A在多肽诱导
的小鼠心肌炎病程的发展并不是可有可无的，IL-17A可抑制促炎细胞因子如
IL-6、TNF-α和IL-1β在心脏中的表达，引起较少炎症细胞募集，减轻心肌间质
纤维化，下调MMP2和MMP9的表达，并延迟心肌炎进展为扩张心肌病[32]。此外，
IL-17A可中和心肌炎发病后产生的自身抗体，从而减轻免疫反应，显着抑制心肌
纤维化，维持心室功能[33]，提示IL-17A在心肌纤维化、心室的不良重塑及进展成
扩张型心肌病的过程中有关键作用[34]。Anthony J. Valente等进一步在体外实验当
中报道了IL-17A有明确促进原代心肌成纤维细胞增殖及迁徙作用，并且是通过抑
制MKP-1活性从而激活MAPK通路（p38、erk1/2）发挥作用，并对其机制做了比
较深入的研究[35]。 
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